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SUMMARY 
Cardiac hypeflrraphy is a risk factor for cardiovascular compUications and results in a 
higher morbidity and mortality. Myocardlial infarction (MI) or hypertension are 
impol-tant determinants for the development af cardiac hypertrophy. The intracardlac 
renin-angiotensin-systelm (IWAS) is thought to play a role in the development elf 
cardiac hypertrophy. In this thesis, experiments were performed to study the intra- 
cardiac RAS in the development of cardiac hypertrophy. Furthermore the regulat~on 
of the RAS was studied in physiological and pathophysiologlcal conditions. 
In chapter 3 the regulation of the rnRWA of angicstensinogen (AO) and renln, No 
ccomponeruts of the RAS, was studied in different tissues, following aorta coarctation 
(7 days), bilateral nephrectorny (24 hours) and captopril treatment 1/24 hours) in 
Wistar Kyoto (WW) rats. These different: experimental groups were chosen, 
because of their different effects on the systemic RAS. Each experiment resulted in 
different plasma lewels of renin and anglotensln I1 (ANG 111, two important 
modulalors In the regulation of AO and renin production. Furthermore, aorta 
coarctation results in cardiac hypertrophy and therefore the role of intracardiac AO 
and renin in the development of cardiac hypertrophy fallowing aorta coarctation 
could be studied. Nephtsctomy significantly increased AO mRMA in the liver and the 
brain, whereas it had no effect on other tissues examined. Renbn mRNA expression 
follawing nephrectomy was not affected in any of the tissues examined. Bath aorta 
coarctation and captopsill treatment resulted in a downregulatioin of atrial AO mRNb. 
However, no difference of A 0  mRNA expression was observed in the other tissues 
following aorta coarctation or caplopril treatment. Agaln renin mRNA expression was 
not affected in any af the tissues examined fallowl~ng arta coarctation. In addbtbon, 
renal renin mRNA expression was inclreased after captopril treatment. From these 
data, we concluded that A 0  and renin mRNA are differently regulated in the tissues 
examined. A 0  mRNA i~n the l~ver and brain appears to be ton,ically inh~iibited by renin, 
whereas AO mRNA in th~a atria is not. A negative feedback of renin mRNA 
expression by ANG !I was observed in the kidney, but not in other tissues. 
Additionally we concluded that myocardial hypertrophy is not necessarily associated 
with increased A 0  and renin rnRlVA expression. 
In chapter 4 Wistar rats underwent sham-surgery or an induction of MI, a model 
for studying the development of cardiac hypertrophy and wound healing. At difkrent 
times 13-90 days) after surgery the hear! was removed and divided into the left 
ventricle (LV), septum (SE) arid right ventricle (RV). Cardiac angiotensiin I-conver- 
ting-enzyme (ACE) rnRNA expression was qwanklfied and lolcallized B1n the irufiarcred 
rat heart. Furthermore, ACE-activity and ACE-immurnoreactivlty was stw~died 
following experimental MI. Since cardiac ACE mRNP1 levels are low, we used a 
sensitive competitive reverse transcrirptase polymerase chain rsactlan (RT-PGR) For 
quantifyi~ng ACE mRNA levels. We demonstrated a %fold increase of ACE mRNA 
expression in the infarcted I1V at 4 and 7 days after MI. However, in the non- 
infarcted myocardium ACE mRNA levels were not different from those in sham 
animals. At 4 days after MI, ACE mRNA and AGE-irnmunoreactiviity were localized 
by in situ hybridization (ISH) and immunohistochemisty, respectively. High densitvyr 
of ACE mRNA as well as ACE-imm~noreactivi~ were obsewed in the border zone 
of the infarct area, predominantly in endothelial wlls, lining capillafles. In 'the non- 
iallarcted and sham anim~als ACE mRN# and ACE-immunoreactIvity were observed 
in the elnlclothelial cells of larger vessels. Cardiac ACE-activity, measured at 7 and 90 
days after MI, was increased 3-fold at these times in the infarcleld LV, but not in the 
SE and RW, when compared to s~ham animaJs. From these data we concluded that 
inIracardiac ACE does not play a dominant role in the developrneint of cardiac 
hypertrophy following MI In the rat. Furthermore, we suggested 'that intracardiac 
ACE may play a role in wound healing following MI. 
In chapter 5 we studied the expression and localization of renin mRNA in the rat 
heart at different times (1-90 days) after MI. WKY rats underwent sham- or MI- 
surgery. By cornperFt~ive WT-PCR cardiac ren~in mRNA levels were qulantified. Atrial 
natriuretic factor (ANF), a marker for cardiac hypertrophy, was determined by 
Northern hybridization analysis, in the dlifferent compartments of the heart at 1, 7 
and 90 days following surgery. In sham animals cardiac renin mRNA levels were 
extremely low an~d could only be qu~antifiied in some of the animals. However, renin 
mRNA levels were higher in the infarcted LV. At 2, 4 and 7 days after IMl, renin 
mRNA levels were respectively 4, 17 and &-fold higher in the infarcted LV. In the 
non-infarcfed hypertrophied myocardium renin mRNA expression was extremely lour 
an~d indistinguishlable from renin mRNA levels in sham animals. At other times after 
MI there was no difference in renin mRNA exp~ression when compared to sh~am 
animals. Renin mRNA was localized in the heart by ISH at 4 days after MI, the time 
with the highest renjn mRNA levels (v/d@ supra). A high density of renin mRNA was 
observed in the border zone of the infarct area. In this area renin mRNA was most 
probably localized in (rnyo)fibroblasts, but not in cardiarnyo~ytes nor in endothelial 
cells. In tha non-infarctted myocardium renin rn~RlWiA expression was very low and 
i~~distinguishalble from the background labeling. ANF mRWA expression increased 2- 
fold In all conrpafl~rnents of the heart aszt 1, 7 and 913 days after MI. The low amounts 
of renin mRNA in the non-lnfarcted hypertrophied myocardium indicate that the 
intraicardiac synthesis of renin does not pilay a important role in the develop~ment of 
cardiac h~ypertrophy in the rat heart folllowing MI. However, the increased renin 
mRNA expression In the border zone of the infarct area suggests a role for 
intracardilac synthesized renin in wound healing. 
In chapter 6 the expression and localization of A10 mRNA was studied in W U  
rats in the infarcted rat heart. As ACE and renln, A 0  mRNA was quantified and 
localized at different times in the different compartments of the heart after sh~am- or 
MI-surgery. Since these were tlhe same a~nimals as in chapter 5, ANF mRWA 
expression was increased in the different compartments of the heart, following MI 
( Y I ~ B  supra] E3iy competitive RT-PCR we demonstrated that A 0  mRNA levels were 
extremely row and that those were not changed following MI in the differeuit 
compartments of the heart at any time after surgery. ISH revealed aln ov@rall low 
density of AO mRNA in the rnyoc~rdiurn, with a soimewhat higher density of AO 
mRNA labeling in the epicardium.These data demonstrate that intracardiac AQ gene 
is not activated after M k in the rat heart, suggesting that intracardiac synthesis of AO 
does not play a dominant role in the development of cardiac hypertrophy or infarct 
healing in the rat heart after MI. 
In chapter 7 we investigated the feedback regulation of the expression of the 
components of the intracardiac and systemic RAS by Bnteiferencs! with the RAS in 
WKY rats following MI, with or without treatment with the ACE-inhibitor captoipril. At 
7 days after surgery rats were sacrificed and the different compartments of the 
heart, lungs, liver and kidneys were removed. Cardiac ,410, renin and ACE mRNA, 
and renal renin mRWA were quantified by th~e com~petitive RT-BCR. Hepatic 
angiotenslinagen, pulmonary ACE and cardiac AFJF rnRNA ex~pression were 
qwantif ed by Northern hybridization analysis. At 7 days after MI, wa foun~d am 8-fold 
increase of renin mRNA expression and a 3-bold Increase of ACE mRNA sxpression 
in the infarctted LV. However, as discussed in chapter 6 we did not find a difference 
in cardiac angiotensinoigen rnlRWA exlpression between ilnfarcted and sham animals. 
Hepatic A 0  rnRNlA levels were nlclt changed following MI. RenaP renin and 
pulmonary ACE mRNA expression increased respectively 3 and 1.7 fold fallowing 
MI. Seven days of captopril treatment had no effect on the intracardiac exlplression of 
the components of the RAS. ln sham animals captopril treatment resulted in an 
increase of renall renin rnRNA, whereas it had no effect on hepatic A 0  and 
pulm,onairy ACE mRWA levels. The increase of pulmonary AGE In infarcted animals 
was suppressed after treatment with cap'topril. ANF mRNA expression was 
increased in all compartments of the heart after MI. However, captopril treatment of 
the MI-animals resulted did not completely suppres ANF mRMA expression in the 
different compartments. These data indicate an activati~on of the intracardiae: a~nd the 
systemic reniin and ACE genes, but not of A 0  following MI. Furthermore these data 
suggest a difterential feedback regwlati~on of the intracardiac and systsrnic RAS in 
infarctsd and sham animals. 
In summary, the data prese~nted in this thesis show that activation of the 
cornpoinents of the intracardiac RAS does not occur in the non-infarcfed 
hypertrophied myomrdiurn, indicating that the lntracardiao RAS does no! play a 
dominant role in the development of cardiac hypertrophy following MI in the rat. 
However, the i,ntracardiac activation of the renirn and ACE genas iln th~e border zone 
of the infarct area suggests a role for the intracardiac RAS In wound healing. 
Furthermore, the differential effects of captopr'ul treatment on the intracardiac and 
syslternlc RAS In infarcted rats, suggests that the intracardlac RAS in the lnfarcted 
rat is less sensitive for ACE-inhiblition than the systemic RAS. 
Cardiale hypertrofis (het toenemen van de massa van de haflspier) leidt tot een 
verhoogde morbiditeit en mortaliteit. Hypertensie en myocard infarct (MI) zijn bij- 
voorbeeld belangrijke oorzaken van cardiale hypertrofie. Er zijn aanwijzingen dat het 
renine-angiotenslne-systeem (RAS) in het hark (intracardiaal) een belangrijke rol 
speelt in de ontwikkeling van cardiale hypertrofie. In dit proefschriít zijn experimen- 
ten gedaan arn het belang van het intracardiale RAS in de onwikkeling van cardiale 
hreeflrofle ts bestuderen. Verder zijn experimeruten uitgevoerd om het AAS te m 
bestuderen 10 Ssiologische en pathoSsllologische omstandighedsn. 
hoofdstuk: 3 is die regulatie van angiotensinlogeen en renine~ 
comlponenten het RAS, bestudeerd in verschillende weefsels, 7 dagen na het 
afbinden van de aorta (aorta coarctatie), 24 uiair na het vemijderen van de 2 nieren 
(jb[\alera[e nafrect-omle) en 24 uur na behandeling met angiotensin l-convefling- 
enzyme (ACE)-remmer (caplopril) in Wistor Mpto (WW) ratten. De opzet van deze 
experimenten is zo gekozen, omdat ze edn venchillend effect hebben op het syste- 
mische (circulereridej RAS. EFk afzonderlijk experiment resulteerde in verschillende 
plasma angiotensine II (AWG 113 en plasma renine spiegels, Wee belangrijke modu- 
Yatorenln de regulatie van AO en renine productie. Verder leidt aorta coarctatie tot 
cardiale hypertrofie, waardoor het mogelijk is om de rol van ACY en renine in de 
ontwikkeling wan cardiale hypertrofie Oe bestuderen. Nefrectomie leidde tot een 
significante verhoging van Ar3 mRNA hoeweelhrsden 'nn de lever en in de heIrsenen, 
tewijl AO mRNA hoeveelheden in de andere onderzochte weefsels niet beinwloed 
werden. Renine miRNA expressie werd nier bernwloied na nefrectomie in de onder- 
zochFe weefsels. Zowel aorta caarctatie als captopril behandeling resulteerden in 
een verlaagde A 0  miRNA expressie in de atria van het hart. Geen verschil in AO 
mRNA expressie werd waargenomen in die andere onderzochte weefsels noch na 
aorta coarctatie noch na captopril behandeling. Opnieuw was ook na aorta coaretd- 
tie geen verschil waarneembaar In renins mRWA expressie in de verschillende 
weefsails. Ranials reinine mRWA expressie was verhoogd na captopril behandeling. 
We canclwideerden dat er een versch~illende regulaitje van A 0  en renins mRNA 
beslaat in de verscheidene bestudeerde weefsels. AO naRNA in de hersenen en de 
lever blijkt tonisch gerend t@ worden door reninie, tennrljl dat niet het geval is i11 de 
atria. In de nier werd een negatieve feedback van renipale mRNA expressie door 
ANG II waargenomen, maar nier In de anders bsstudeerde weefsels. Verder conclu- 
deerden we dat cardiale hypertrofie, zoals waargenomen na aorta coarctatie, niet 
n*odsakelijk wassocleend is lnet een verhoogde A 0  en renine mRNA expressie, 
In ha~fdstuk 4 ondergingen Wistar ratten een sham- of een MI-~peratie, een 
model S@schiM het bestuderen van cardiale hypertrofie en wondgenering, o p  
tiJdstiPPen nla operatie werd het han vewijderd en onderverdeeld in 
linker s@ptUm (SE) en rechter ventrikel (RVI. We bestudeerden de 
activatle van het angiotensin I-converting-enzyme (ACE) gen (ACE mRNA) eiwit 
Samenvatting 
(ACE-actwitei!) in het geïnfarceeade rattehart. Verder werd ook de lokalisaile vrzrr 
ACE miRNA en het eiwit (ACE-im~munareacttiviteit) bestudeerd. Vanwege hel feit dat 
cardiale ACE rnRW.4 hoeveelheden laag zqn, hebben we gebruik gerneaM van een 
zeer gevoelige competitieve reverse transcriptase poPynaerase chain reactian (RT.. 
PCR) voor het kwantificeren wan ACE mRNk hoeveelheden. Een 3-voudig verho- 
ging valn ACE rnRNA werd gevonden in de geinfarceerde LW, 4 en 7 dagen na een 
M!. In het niet-geunif;arceerde myocard was er geen verschil In ACE mRNA hoeveel- 
heden, vergeleken met de sharn dieren. ACE mRNA en ACE-immunoreactiviteit 
werd op 4 dagen na sham of Ml-operatie gelokaliseerd door middel wan respectieve- 
lijk In situ hybridisatie (ISH) en Ilmmwnohistochemilei. Een hoge ACE mRNA densiteit 
en een hoge ACE-immunoreactiviteit werd voornamelijk in endotheelcellen w;aargle- 
nomen in het randgebied van het in~farct. In het niet-geinfarceerde hart en hel sham 
hart werd ACE mRNA en ACE-irnmunoreactiviteit waargenomen in endotheelcellein 
van grotere vaten. De ACE-activiteit En het hart, gemeten op 7 sn 90 dagen na de 
operatie, was 3-voudig verhoogd op beide tijdstippen in dle geinfaroeerde LV, maar 
was onveranderd in het SE en RV, vergeleken met de sham dieren. Hieruit conclu- 
deerden we dat het intracardiale ACE geen belangrijke rol speelt in de ontwikkeling 
van hypertrofie na een myocard infarct. Daarentegen sluggereerden we dat het 
intracarduale ACE een rol zou kunnen spelen iln de wondgenezing na een Ml. 
In hoofdstuk 5 bestudeerden we de expressie en loka'lisaitiei van renine mRNA 
in het rattehart na een Ml op verschillende tijdstippen. W W  ratten osadergmgen een 
sham- of een MI-operatie. Door middel van competitieve RT-PCR werden renine 
mRWA hoeveelheden in het haa~rK gehantificeerd. At~rIal natriulretic factor [ANF)l, een 
indicator voor cardiale hypertrofie, werd bepaald door middel van Northern hybridi- 
satie analyse, in de verschillende camparlimenten wan het hart ap 1, J en CiO dagen 
na operatie. In sham dieren walren cardiale renine mRNA hoeveelheden zeer laag. 
Echter, renine mRNA hoeveelheden in de geinfarceerde LW waren aansiienlljl'k 
hoger. Op 2, 4, en 7 dagen na een k41 werd respec2ievelijk een 4, 17 en 8-woudig 
verhoging van renine miRNA hoeveelheden gevonden In de geinfarceerde kV. 
Renine mRNA hoe~ee~heden i  het niet g@anifarceerde hyperirofe hart waren zeer 
laag en niet te ondercheiden van rt~n~ine rnRNA hoeveelhsdsn an het hart van sharn 
dierenl. AWF mRNA expressie was 2-voudig verhoogd in alle compartimenten op 1, J 
en 90 dagen na Ml. Renine naRNA werd gelacaliseerd in helt hart door middel van 
ISH op 4 dagen na Ml,  het tijdstip met de hoogste renine mRNA hoeveslheden (vs"de 
supra). Een hoge renine mRNA densiteit werd waargenomen in het randgebied wan 
het infarct. In dit gebied was renine mRNA waiars~hijnl~ijlc geloicailiseerd in 
(mye)fibroblasten maar n&et in cal-dîomyocytien en erudotheslcsllleni. In het niet-ge- 
nfarceerde hypertrofs myocard was de renine mRNA denisiteitzeer laag en niet te 
anderscheiden van die in het hart van de sham dieren. De lage hoeveelheden van 
renlne mlRNA in het hart in het ni,e"t-geinfarceerde myocard toont aan dat de untra- 
cardiale synthese van renine geen belangrijke rol speelt in de ~nhuikke~ing tot 
cardiale hypertrofie na sen Ml in de rat. Echter, de verhoogde renune mRNA exprns- 
sie in het ramigebied van hlet intairct doet vermoeden dat het intracardiaal glesynthe- 
'diseerde renilne een role spisrelt in de wondgenezvng na een MI in de rat. 
In haifdsfwk 6 werd de expressie en lokalisafie van A 0  rnRklSI. bestudeerd in 
WKY rattefl na eeln $ham of MI operatie. Aangezien dezelfde dieren waren gabrui& 
als in haaldstwk 5, was de ANF mRWA expressie verhoogd in de compartimenten 
wan het hlart n,a MI (vio"~ ssspra)~. W& als ACE en renine werd AO mRWA gekwantifi- 
ceerd op verschillende tijdstippen na de operatie In de verschillende compa~irnen- 
ten van het hart door middel van competitieve RT-PCR. Er was geen verschil in A 0  
mRNA expressie in de verschillende colmlpartimenten van het hart tussen geinfar- 
ceerda en sharn dieren op de verschlillende tijdstippen na de operatie. ISH toonde 
een algemeen lage AO mRWA densiteit in het myocard, met een wat hogere AO 
mRWA densiteit i~n het epicard. Deze data tonen aan dat intracardiale synthese van 
AQ geen belangrijke rol speelt in de ontwikkeling van cardiale hypertrofie of wond- 
genezi~ng in hel ratbeiknafl na een Mll. 
In hoofdstuk 7 onderzochten we de feedback regulatie van de expressie van de 
componenten van het intracardiale en het systemische RAS door interventie van hel 
RAS in W W  ratten na een Ml, met of zonder behandeling met de ACE-remmer 
captopril!. Zeven dagen na de operatie werden dle dieren opgeofferd en de verschil- 
lende compartimenten van het hart, de longen, lever en nieren werden vewijderd. 
Cardiale ACa, renine en ACE mRlNA en renale renine mRWA werden gekwantiificeerd 
door middel van de competîbiewe RT-PCR. Hepatische AO, pulmonaire ACE en 
cardiale ANF mRNA expressies wierden gekvnvan~tllticeerd door middel wan Northern 
hybridisatie analyse. 7 dag~en na een MI, vonden we een 8-vou~dige verhoging van 
renlne mRNA expressie en een 3-voudlge verhog~ing van ACE mRNA expressie in 
de geinfarceerde linker ventrikel. Eclhter, zoals bediscwssielerd in hoofdstuk 6 von- 
den we geen verschil in cardiale AO mRNA expressle tussen infarct en sham dieren. 
Hepatische AO mRNA was eveneens niet verhoogd na een MI. Renale renine en 
pulmonaire ACE mRNA expressie waren respe~ctlevelijk 3 en l .T-vchudig verhoogd 
na een MI. Zeven dagen wptoprll behandeling had geen efúsct op de intracardiale 
expressiie wan de componenten vain het RAS. In sham dieren resulteerde captopril 
behandelhg 111 een verhlaogde renale renine mRNA expressie, temij! dit geen effect 
had op de hepatische AO en pulmonaire ACE mRNA hoeveelheden. De verhoogde 
pwli~nunaire ACE mRMA hoeweelhedlen werden teruggebracht naar het basale 
niveau na captopril behandeling. ANF mRWA expressie was verhoogd in alle claan- 
paflimenten van het hart na Ml. Echter, captopril behandeling van de MA-dieren 
rescsiltieerde niet in een complete suppressie van de verhoogde ANF mRWA expres- 
sie in het ha1rt. Deze data tonen de activatie van de intracardiale en systemische 
renlne sin ACE genen aan na een Ml, maar niet van Ala. Werdlar wordt er aange- 
toond dat er een versch~illende feedback regulatie bestaat van het intracardiale en 
syste~mische RAS in geinfarceerde en sham dieren. 
Samenvattend, in dit proefschrift wordt aangetoond dal er gleen adiwatie plaats 
vindt wan het initramrdiale RAS in het hypeiltrofe hart, na een Ml. Hieruit concluidie- 
ren we dat het intracardiale RAS geen beilolmig~~rljlke ral speelt in de ontuvikkelirug vain 
cardiale hypertrofie na ealn MI in het rattiehart. Echter iaatracardiale aciivatie van 
renine en ACE genen in het randgebied van het Infarct In de vroegla fase na een 
Infarct, suggereren dat het intracardiale WAS betrokken is bi] de wondgenezing na 
een MI. Verder, de werschillende effecten van captopril behandeling op het intraicar- 
diaie en systernische RAS in geinfarceerde dieren, suggereert dat het inlra~ardlale 
RAS in de geïrufarceerde rat ongevoeliger is voor ACE-remming dan hel sycterni- 
schs RAS. 
